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La présente invention concerne un perfectionnement

o

un procédé de détermination d'un constituant dans un
&chantillon, dans lequel 1'é&chantillon contient une subs-
tance mélangée qui influe sur la détermination pour causer
une erreur, procédé selon lequel on soumet & une transfor-
mation la substance soumise & la détermination dans une dé-
termination de constituant dans un &chantillon de manidre &
former une deuxime substance et on 6xyde cette deuxiéme
cubstance en utilisant une oxydase correspondante, le pexr-
fectionnement &tant caractérisé en ce qu’on phosphore la
deuxiéme substance méléngée dans 1‘'échantillon par une
kinase immobilis&e correspondante pour la deuxiéme subs-
tance mélangée et ATP ; on transforme la substance, on
oxyde la deuxiéme substance ainsi formée en utilisant une
oxydase correspondante et on mesure 1'oxygéne consommé& ou
1'eau . oxygénée produite dans une ré&action. ’
L'analyse enzymatique a été& couramment utilisé&e dans
une détermination quantitative et l'analyse d'un constituant
dans un échantillon. Toutefois, l'analyse enzymatique est
peu économique en raison de 1'utilisation d'une grande
quantité d'enzyme coliteuse. Elle est désavantageuse aussi
en raison de sa mise en oeuvre compliquée, de la longue
durée de la détermination et de la labilité de l'enzyme.
Pouf amélioration, on a utilisé une enzyme immobi-
lisée, spécialement par combinaison avec un moyen de mesure

~

électrochimique appelé &lectrode & enzyme. Le procédé de
détermination utilisant une électrode & enzyme présente un
certain nombre d'avantages, par exemple il est simple &
mettre en oeuvre, exige des quantités moindres de réactifs,
1a durée de la détermination est plus courte et on consomme
moins d'enzyme. De nombreuses électrodes & enzyme ont &té
mentionnées et on s'y est intéressé spécialement dans le
domaine de la biochimie clinique. De plus, l1'8lectrode a
enzyme est devenue d'usage courant pour analyse de matiéres
de départ, de produits et de compositions dans les domaines

de la fermentation, de 1'alimentation et d'autres. On a
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noté beaucoup d'applications pour des mesures dans des pro-
cédés de fermentation et pour contrdle de la qualité& dans
les industries de la fermentation et de 1'alimnetation.

pans 1'industrie de la fermentation, pour une cul-
ture appropriée de champignons ou de levures et une plus
forte productivité, une mesure précise et rapide du sac-
charose dans un milieu est n&cessaire.

Egalement dans 1'industrie aiimentaire, le contrdle
de qualité de produits laitiers contenant du saccharose et
du lactose exige une analyse rapide et précise de ces
sucres. )

Dans une biochimie clinique, on effectue par exemple
une détermination d'activité d'amylase en hydrolysant de
1'amidon comme substrat en maltose, puis on hydrolyse le
maltose en hexose, et donc il faut gue l'on mesure rapi-
dement et avec précision le maltose et 1l'hexose.

on donne ci-dessous des exemples de déterminations
de saccharose, dé lactose, de maltose et d'activité
d'amylase ainsi que d'activité d'invertases du méme genre,

a~glucosidase ou g-galactosidase.

invertas - mutarotase
Saccharose e € D-fructose +g-glucose otase.,

g-D-glucose
O2 glucose
oxydase

H,0,&
acide gluconique

Lactose B_gala0t051dase>»D-galactose + B=-D-glucose
6]

2
glucose oxydase

Hzoz/ |

A4
acide gluconique
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_3—
Amidon -2mylase. ..itose a-glucosidase, ;_p_giycose
02
7 .} 9glucose
oxydase
5 HZOZ

* -
acide gluconique

Dans ces syst@mes de réaction, du glucose est formé
par action de mutarotase, de B-galactosidase ou &g~glucosi=-
dase, et le glucosé est oxydé par la glucose oxydase pour

10 mesure de la guantité d'oxygé&ne consommé ou d‘'eau oxygénée
produite, fournissant ainsi une mesure de chaque constituant
3 déterminer.
En géndral, la détermination d'un constituant dans
un &chantillon est effectuée comme suit.

15 Constituant & déterminer

dans 1'échantillon enzyme deux1emersubstance
0, _
R oxydase
correspondante
20 _ Hy0, &

deuxiéméfsubstance oxydée

Selon ce schéma de réaction, on détermine une acti-
vité d'enzyme ou un constituant dans un &chantillon en
utilisant l'oxydase de la deuxiéme substance (oxydase cor-

25 respondante pour la deuxiéme substance) .

Les autres exemples de la série de reactlons ne sont
pas limités & l'analyse ci-dessus de substances apparentées
aux sucres.

Des exemples sont les suivants.

30 (1) A déterminer : phospholipide, phosphorylcholine, acti-
vité de phospholipase D, phosphatase ;
deuxiéme substance : choline ;
oxydase : choline oxydase ;

mesure : oxygéne consommé ou eau oxygénée produite.
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(2) A déterminer : graisse neutre, activité de lipase, de
lipoprotéine lipase ;
deuxidme substance : glycérol ;
oxydase : glycérol oxydase j;
mesure : oxygéne consommé ou eau oxygépée produite.

(3) A déterminer : activité de leucine aminopeptidase,
substrat synthétique contenant un amino-
acide ;

deuxidme substance : amino-acide ;
oxydase : amino-acide oxydase ;
mesure : OxXygéne consommé ou eau oxygénée produite.

(4) A déterminer : acide lactique, activité de lactate
déshydrogénase (LDH) ; ‘ '

deuxisme substance : acide pyruvique ;
oxydase : pyruvate oxydase ;
mesure : oxygéne consommé& ou eau oxygénée produite.

(5) Autres : Zfacide pyruvigue formé& comme substance finale
(deuxidme substance), voir brevet japonais N°
55-13068/

- (a) ADP, phospho-énolpyruvate et pyruvate kinase ;

{b) alanine, a-cétoglutarate et transaminase
glutamique-pyruvique (CTP) ;

(c) aspartate, o-cétoglutarate et transaminase
glutamique—-oxoloacétique (GOT) et oxoloacétate
décarboxylase ;

(d) glycérol, ATP, glycérol kinase et pyruvate
kinase ; )

(e) créatinine, créatininase, ATP,
créatinphosphokinase et pjruvate kinase.

Pour que l'on obtienne des résultats bons et précis,
la deuxisme substance telle gque le glucose, le galactose, le
fructose, la choline, 1le glycérol, l'amido-acide et 1'acide
pyruvique doit &tre complétement formée et cette substance
ne doit pas &tre mélangée initialement dans le constituant

3 déterminer. Une telle substance mé&langée ou contaminante
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est une cause d'erreur dans l'analyse. Généralement, un
&chantillon, sauf un é&chantillon &talon pour courbe de
véférence, est contaminé par mélange de la substance finale
telle que le gluéose et la choline.

Pour éviter l'erreur, on doit déterminer d'aboxrd
les impuretés mélangées telles que le glucose et le galac-
tose et, aprés la fin de la détermination d'ensemble, on
doit soustraire de la quantité totale la quantité trouvée
initialement pour obtenir la quantité correcte. Ce sont
des inconvénients. De plus, 1'impureté mélangée telle que
le glucose est oxydée initialement par traitement préalable
par une oxydase telle que la glucose oxydase. Le traitement
préalable par une oxydase présente aussi des inconvénients.
Par exemple, l'oxygéne soluble dans un &échantillon est
consommé& par l'action de 1l'oxydase et de 1l'eau oxygénée est
produite et ces phénoménes ont donc une influence sur la
détermination finale. Le traitement préalable en utilisant
une oxydase pré&sente donc des inconvénients.

1.a demanderesse a trouvé gqu'‘en présence de glucose
mélangé, on peut effectuer la détermination du saccharose,
du lactose, du maltose et de l'activité d'amylase en '
traitant 1l'échantillon contenant du glucose par 1*hexokinase
en présence d'ATP pour‘phosphoration'sous la forme de
glucose-6-phosphate et par ce traitement on n'a pas trouvé
de diminution de 1'oxygéne soluble ni d'eau oxygénée
produite. 7

Toutefois, dans ce traitement préalable, 1'hexokinase
restante est présente comme impureté dans le mélange de
réaction final, ce qui cause une phosphoration de la
deuxisme substance. Pour &viter cet effet du traitement
préalable par 1'hexokinase, il faut une dénaturation ou une
dlimination de l'hexokinase restante. Toutefois, une déna-
turation par la chaleur ou par le pH entrainera la dénatu-
ration de la substance & déterminer, et 1‘éliminatioh de

1'hexokinase est trés difficile.
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On a trouvé que pour &liminer le glucose initialement
mélangé, on peut utiliser de l'hexokinase immobilisée pour
1'8limination du glucose mélangé sans modification de la
teneur en oxygene soluble et sans production d'eau oxygénée.
L'échantillon ainsi traité est transformé en la deuxiéme
substance qui est oxydée par 1'oxydase correspondante, puis
on mesure l'oxygéne consommé ou 1'eau oxygénée produite
et ainsi le constituant dans 1'échantillon peut &tre déter-
miné rapidement avec une bonne précision. De la méme
maniére, on peut déterminer aussi le galactose et la choline

Comme exemple d'un systéme de réaction pour détermi-
nation d'un constituant dans un échantillon selon la pré-
sente invention, on peut traiter 1l'échantillon par une Ou
plusieurs enzymes de manidre a transformer le constituant
présent dans l'échantilloh en la deuxiéme substance par
une seule &tape ou plus de deux étapes de réaction, puis
on oxyde la deuxiéme substance par 1l’oxydase correspondate
et on mesure l'oxygéne ainsi consommé& ou 1l'eau oxygénée
produite. Les systémes de réaction enzymatique ne sont pas
limités. Les exemples d'échantillons ne sont pas limités en
ce qgui concerne les échantillons contenant une deuxiéme
substance initialement mélangée qui cause une erreur lors de
la détermination, et on peut mentionner par exemple des
&échantillons pour diagnostic clinique comme de sérum et
d'urine, un milieu de fermentation, un filtrat de culture,
des matiéresrpremiéres alimentaires et des produits ali-
mentaires.

Des exemples d'un constituant dans un échantillon
sont des substances comme le saccharose, le lactose,
1'amidon, le maltose, le phoépholipide, la phospheryl-
choline, une graisse neutre, le glycérol, l'acide lactique
et la crédatinine et des enzymes comme 1'amylase, l'inver-
tase, la g-galactosidase, 1'a-glucosidase, la phospholipase-
D, la phosphatase, la lipase, la lipoprotéine lipase, la
leucine aminopeptidase, 1.DH, GPT, GOT, la pyruvate kinase,
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la glycérokinase, l'acide oxalo-acé&tique décarboxylase,
la créatininase et la créatine-phosphokinase.

La présente invention peut &tre appliquée pour
détermination quantitative des substances ci-dessus et pour
détermination de l'activité des enzymes ci-dessus et le
systéme de réaction peut &tre choisi et multiplié.

La deuxiéme substance est la substance produite
par 1l'étape unique ou les étapes multiples de la réaction
sur la substance ou l'enzyme ci-dessus a déterminer, et ne
doit pas &tre une substance identique au constituant
présent dans 1'&chantillon soumis 3 la détermination. Des
exemples de la deuxidme substance sont la substance qui
est produite par action enzymatique sur un constituant
dans 1'échantillon soumis 3 la détermination et qui peut
8tre oxydée par l'oxydase correspondante, et ce sont le
glucose, le galactose, la choline, le glycérol et l'acide
pyruvique. Des exemples de ces deuxi@mes substances, des
enzymes et des substraté sont les suivants :
Deuxiéme substance

Enzyme

glucose
galactose, glucose
glucose

choline

glycérol

acide pyruvique

"

invertase
B~galactosidase

amylase,a-gluco-
sidase

phospholipase D
phosphatase
choline estérase

lipase, lipopro-
téine lipase

LDH

pyruvate kinase
GPT

GOT et oxaloacé-
tate décarboxylase

glycérol kinase,
pyruvate kinase

Substrat
saccharose
lactose

amidon

phospholipide
phosphorylcholine
benzoylcholine

_ graisse neutre

acide lactique

phospho-&nolpyruvate

et ADP

alanine et g-céto-
glutarate

a~cétoglutarate et
aspartate

glycérol et phospho-

énolpyruvate et ATP
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acide pyruvigue créatininase, créatinine, ATP
créatinephosphokinase et phospho-
et pyruvate kinase énolpyruvate

guand on parle ici de deuxiéme substance mélangée,
{1 s'agit @'une substance initialement mélangée ou coexistant
dans un &chantillon soumis & une détermination qui est
jdentique 3 la deuxiéme substance. )

La kinase correspondante pour la deuxi&me substance
mélangée est une enzyme de phosphoration pour la deuxiéme
substance mélangée en présence de ATP. Des exemples sont
la glucokinase ou 1'hexokinase pour le glucose comme
deuxiéme substance, la galactokinase pour le galactose,
1'hexokinase pour les autres'hexoseé, l1a cholinekinase pour
la choline, la glycérolkinése pour le glycérol et la
pyruvate kinase pour le pyruvate.

La préparation de 1a kinase immobilis&e peut étre
effectuée par une techniqué classique d'immobilisation
pour les enzymes. Dés exemples préférables sont 1'immobi-
lisation par 1'acrylamide, la réticulation d'une protéine
aprés mélange de l'enzyme avec une protéine comme 1'albu-
mine, 1'emprisonnement par le collagéne et la fibroine ou
1'enchainement par covalence 3 ces matiéres,rl'adsorption
sur un polymére organique polyporeux ou 1l'enchainement par
covalencé 3 ce polymére et 1'emprisonnement par photo-
polymérisation. -

Des formes pour les enzymes jmmobilisées sont celles
de membranes, de fibres, de pastilles et de tubes.

I,'oxydase correspondant a la deuxiéme substance est
au moins une enzyme qui catalyse 1'oxydation en présence
d'oxygéne et la production d'eau oxygénée.

Des exemples sont la glucose oxydase.pqur le glucose
comme deuxigme substance, la galactose oxydase'ou 1'hexose
oxydase pour le galactose, 1'hexose oxydase pour les autres
hexoses, la glycérol oxydase pour le glycérol, la choline
oxydase pour la choline et le pyruvate oxydase pour l'acide

pyruvigque.
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L'oxydase est utilis@e de préférence sous la forme
d'enzyme immobilisé@e et grice 3 cette immobilisation on
peut effectuer une analyse automatique par des moyens
€lectrochimiques.

Des moyens électrochimiques de mesure de la réduction
de la quantité d'oxygéne ou de la production d'eau oxygénée
dans un syst@me de réaction sont la détection &lectrique de
la variation de la quantitéd d'oxygéne ou d'eau oxygénée.

On peut utiliser de préférence une &lectrode 3 oxygéne du
type de Clark ou du type galvanique et une &lectrode 3 eau
oxygénée. L'immobilisation de 1'enzyme peut permettre des
gconomies sur la quantité de la cofiteuse enzyme. De plus,

-

une électrode connectée 3 l'enzyme immobilisée par un

-

détecteur électrique, par exemple une &lectrode 3 enzyme,
comme une &lectrode & enzyme pour 1'électrode 4 oxygéne et
une &€lectrode 3 enzyme pour l'@lectrode 3 eau oxygénée,
est particuli®rement préférable en raison de la détection
rapide, de ce qu'on n'a pas besoin de réactifs, d'une
utilisation répétée et sans effet inhibiteur d'une subs-
tance colorée dans l'&chantillon.

Un mode de réalisation du dispositif pour la
détermination sera illustré ci-aprés.

Des systémes pour la détection sont un systéme 3
réacteur utilisant une colonne d'enzyme immobilisée ou un
systéme 3 membrane utilisant une membrane immobilisée.

La figure 1 illustre le dispositif de détection
par des moyens &lectrochimigues sur le systéme & réacteur.

Sur la figure 1, les références désignent les
€léments suivants : 1 : récipient 3 solution tampon ; 2 :
pompe ; 3 : injecteur d'échantillon ; 4 : colonne de kinase
pour la deuxiéme substance ; 5 : colonne d'enzyme pour le
constituant dans 1'échantillon qui transforme le constituant
en la deuxiéme substance ; 6 : colonne d'oxydase immobilisée

correspondant 3 la deuxidme substance ; 7 : &lectrode pour

moyens é€lectrochimiques ; 8 : cellule 3 écoulement :
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9 : amplificateur pour la variation du courant électrique
venant de 1l'é@lectrode ; 10 : enregistreur ; 11 : récipient
3 température constante ; 12 : le deuxiéme injecteur ; et
13 ': évacuation.

Le deuxi&me injecteur, référence 12, n'est pas né-
cessaire guand on utilise une colonne d'enzyme immobilisée
dans la colonne 5, eiL est utilisé pour injection d'une
solution d'enzyme non-immobilisée pour transformation du
constituant en la deuxi&me substance, ou pour injection
de substrat pour détermination d'une activité d'enzyme.

Dans un mode de réalisation pour la détermination de
lactose, on utilise : colonne 4 : hexokinase ou galacto-
kinase immobilis&e ; colonne 5 : B-galactokinase immobi-
lisée ; colonne 6 : glucose oxydase ou galactose oxydase

-~

immobilisé&e ; et électrode 7 : &lectrode & oxygéne ou élec-

-

trode 3 eau oxygénée gui est connectée & la cellule a

- écoulement 8.

pans un mode de réalisation pour la dé&termination de
saccharose, on utilise : colonne 4 : hexokinase immobilisée
colonne 5 : colonne doublement liée d'invertase et de nuto-
rotase immobilisées ; colonne 6 : glucose oxydase immobi-
lisée ; ou colonne 5 : invertase immobilis&e et colonne 6 :
mutarotase et glucose oxydase immobilisées.

. Dans un mode de réalisation pour la dé&termination
d'activité d'amylase, on utilise : colonne 4 : glucokinase
ou hexokinase immobilis&e ; colonne 5 : o-glucosidase
immobilis&e et colonne 6 : glucose oxydase immobilisée.

La quantité de ces enzymes immobilisées dépend du

~e

débit du milieu de réaction, de la constante Km de l'enzyme,

de la quantité de deuxidme substance mélangée et de la
dilution de l'échantillon et elle n'est pas limitée ; de
préférence on utilise de 20 & 200 mg (poids 3 1'état humide)
d'enzyme immobilisée contenant de 1l'hexokinase L—plus de
100 U/g (poids & 1l'état humide)/, de la glucose oxydase

prlus de 30 U/g (poids & 1'état humidel7, de 1'invertase
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/ plus de 200 U/g (poids & l'état humide)/, de la mutaro-
tase / plus de 800 U/g (poids & l'état humide)/, de la
B-galactosidase prlus de 30 U/g (poids & l'état humidel7
ou de l'a-glucosidase / plus de 140 U/g (poids a l'état
humide)/.

Comme expliqué ci-aprés dans les exemples, 13,8 U
(activité totale) d'hexokinase peuvent enlever 400 mg/dl
de glucose dans 1'é&chantillon.

Des exemples de solutions tampon dans le re01p1ent
3 solution tampon sont un tampon & pH stable comme un
tampon diméthylglutarate et un tampon phos?hate. ATP peut
&tre contenu dans la solution tampon pour phosphoration par
kinase. La quantité d'ATP est légérement supérieure 3 la
quantité de la deuxime substance dans 1'échantillon. On
peut ajouter des sels qui maintiennent 1l'enzyme stable. Des
exemples sont le chlorure de magnésium, le chlorure de
potassium ou le chlorure de manganése.

Pour le fonctionnement, un volume constant de tampon
est introduit & 0,1 - 2 cm3/min et stabilise le dispositif.
Aprés la stabilisation, l'échantillon soumis & la détermi~-
nation est injecté sous la forme d'une portlon aliquote de
5 & 50 pl en utilisant une microseringue et une micropipette
L'échantillon injecté est transféré a la colonne de kinase
jmmobilisée et la deusidme substance mélangée est phosphorée.
La température durant la réaction est maintenue d environ
25-40°C, de préférence 3 37°C. Le glucose mélangé, par B
exemple, est 8limind par transformation en glucose-6-phos-
phate. L'échantillon est passé & la colonne suivante et est
transformé en la deuxidme substance. Par exemple, le sac-
charose ou le lactose 3 déterminer est transformé enzymati-

quement en glucose comme deuxiéme substance par une enayme,
de préférence une enzyme immobilisée.

Dans le cas d'une enzyme non-immobilisée, la solution

de 1l'ecnzyme est injectée dans le deuxiéme injecteur 12. Pour
Jdéterminer une activité d'enzyme, l'opérétion est différente

suivant le nombre d'étapes de réaction enzymatique,
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c'est-a-dire suivant qu'il s' agit d'une réaction en une
seule etape ou de réactions en deux étapes ou. plus. Dans
une réaction enzymatique en une Seule etape, si on 1njecte

un substrat dans 1' ‘injecteur d'échantillon, ce substrat

 est passé 3 travers la colonne de kinase et donc ce substrat .
_est altéré par la kinase, ce qui cause un resultat_lnattendu
"En conséquence; le substrat doit &tre injecté dans le

deux1eme injecteur 12. Dans une réaction enzymathue 3 deux

etapes ou plus, le substrat est tralte dans une colonne de -

- premiére etape pouxr détermination de l'activité enzymathue

et le substrat traité est soumls 3 une autre action enzyma- ;
tique ou & l'action d'une autre reactlf _pour &tre trans-
formé en la deux1eme substance. Dans:ce cas, a la premlere
étape, le’ substrat n'est pas. soum1s a4 1l'action de 1la
kinase, et donc le substrat peut étre 1njecte dans la
solution tampon ou injecté& dans le deuxi&me injecteur. Le
substrat est transformé en la deux1éme substance dans la

.deuxiéme etape ou une. étape . suivante.

La deuxiéme substance est oxydee par la colonne

d'oxydase 1mmoblllsee. La solution de corps en reactlon est -

= ~

lntrodulte dans la cellule a écoulement, a un volume

d'env1ron 0,05 - 0,5 cm3, et 1°' lectrode connectee detecte

- 1'oxygéne consommé& ou 1'eau oxygénée produlte et l'lndlque'

sous la forme dl!une variation de courant electrlque qui est-

-

enregistrée a travers un amplificateur.

Dans le systeme 3 réacteur ci-dessus, 1a'colonne76
et 1 1ectrode 7 peuvent &tre remplacees-par une électrode
3 enzyme de la méme oxydase 1mmoblllsee placee a la partle
détectrice de 1l'électrode. on peut utiliser de preference
un systéme detecteur multiple qul rassemble les diverses
électrodes d enzyme dans un seul systéme. Dans le systéme,’
dans une partie de la colonne 5, la colonne 5 enzyme
immobilisée correspondante est connectee.

De plus, dans ce dlspOSltlf un dispositif automa-

“tique commande par calculatrlce ou ordinateur - peut atre

installé. Par exemple, 1 1n3ect10n de l‘ chantlllon est



10

15

20

25

30

35

2483081

_13_

effectuée par un dispositif automatique, chaque valve est
du type electromagnethue et, en ce qui concerne les autres
accessoires, on peut 1nsta11er un mlcro—ordlnateur -8quipé
de canaux pour entrée et commande automathue, etc., con-
nectés & un tableau 4°' afflchage et & un tableau de commande
gqui affichent et qui font entrer le cours de la réaction en
fonction du temps, les conditions et d'autres éléments, et
le dispositif est commandé automatiqﬁement par 1l'ordinateur
3 travers l'interface. o '

Les exemples suivants lllustrent la presente in-
vention, mais ne d01vent pas-etre considérés comme la
limitant. - a
Exemple 1 )

(1) Enlévement de la deuxiéme. substance nelangee, le
glucose, par 1'hexokinase 1mmoblllsee : :

sur la figure l, une solution tampon contenant 3ImM

'ATP et 2 mM chlorure de magnésium dans 0,1 M tampon

diméthylglutarate (pH 6,5) est preparee dans le récipient 1
a solutlon tampon. Le débit de la pompe 2 est réglé a
1 cm /mln. Injecteur d'échantillon : 3. Celonne'4‘; '
(2,8 x 30 mm) hexokinase immobilisée (138 U/g, poids &
1'&tat humide,100 mg). Colonne 5 : (2,8 x 30 mm) B- galacto—
sidase immobilisée (35 U/g, poids a 1l'état humlde,'loo.mg).
Colonne 6 : (2,8 x 15 mm) glucose oxydase immobilisée

(70 U/g, poids & 1'état humide, 50 mg) . Electrode 7 :

= -

dlectrode & oxygéne connectée a la cellule a écoulement 8

({vol. 0,1 cm3). On maintient une temperature constante de

=

37°C. L'@&lectrode 3 oxygéne est connectée & un enreqlstreur
numérique 10 a travers l‘amplificateur 9.'(Le,d159051t1f est
prévu pour détermination de lactose) . ;

La solution tampon est refoulee par la pompe au débit
de 1 cm /mln. Aprés conflrmatlon de la- stablllsatlon de -
1'oxygéne soluble par 1'electrode 3 oxygéne qui est placee
dans la cellule & écoulement, on injecte dans 1°' injecteur
d'échantillon 5 nl de chaque conpentratlon aligquote de

colution normalisée de glucose (100, 200, 300, 400, 500, 600



10

i5

20

25

30

35

2483081

-14-

et 700 mg/dl). La solution normallsee de glucose est trans-
férée dans la colonne 4’ hexokinase immobilis@e dans laqueﬂe
le glucose est transforme en glucose- —phosphate par ATP.
§'il reste du glucose, ila quantlte d'oxygéne soluble dans
1la solution normalisée est redulte par oxydatlon dans la
colonne de glucose oxydase immobilisée. La réduction de la
quantlte d'oxygéne est’ enreglstree par 1l'é&lectrode a oxy~
géne sous la forme d'une varlatlon de courant 3 traVers
1'amplificateur. Comme On le voit sur ia figure 2, 1'hexo-
kinase (act1v1te totale 13,% U) peut enlever au m01ns
400 mg/dl de glucose melange. En consequence, au moins
800 mg/dl de glucose mélangé peuvent gtre enlevés par 30 U
d'hexoklnase.' .

On obtient le méme resultat en remplagant la

B—galact051dose 1mmob111see de la colonne 5 par une colonne

. sans B—galact051dase.

(2) Détermination du lactose dans un echantlllon contenant
du lactose melange avec du glucose
On utilise le meme dispositif et les memes conditions
que dans l'exemple 1. Dé&bit du tampon : 1 cm /mln. Aprés
stablllsatlon de la quantité 4’ oxygene soluble,'on injecte

1'échantillon (5 ul). Echantlllon . concentration aliquote

 de lactose- (100, 200, 300, 400 et 500 mg/dl) contenant du -

glucose (300 mg/dl). Témoin : méme concentration de lactose,
mais sans glucose. Le glucose injecté dans 1'&chantillon est

transformé en glucose-6-phosphate par action de la colonne

d'hexokinase immobilisée et le lactose est hydrolysé par la
colonne de Begalactosidase'immobilisée et est ainsi trans-
formé en glucose. Le glucose est oxydé par la colonne de
glucose oxydase 1mmoblllsee et on enregistre la variation
de courant &lectrique causée par la reductlon de la quan-
tité d'oxygéne soluble.

Le résultat est représenté sur la figure 3, ol

a__® — gchantillon contenant du glucose et °o—°

= &chan-
tillon témoin sans glucose. Ccomme on le voit,-le lactose

est déterminé avec une bonne précision méme en presence de
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glucose. . : .
(3) Détermination du saccharose dans un échantillon
contenant du saccharose mélangé avec du glhcose,
Dans le dispositif ci-dessus de détermination de
lactose, 1la colonne de B-galactosidéée immobilisée est rem-
placée par une colonne d'invertase'immobiliséé,(2950'U/g,

-

poids & l'état humide, 100 mg (2,8 x 30 mm) et la colonmne

~de glucose oxydase immobilisée est remplacée par de la

glucose oxydase et de la mutarotase. immobilisées'simulta—
nément (glucose oxydase 43 U/g, p01ds a lrétat humlde, o
mutarotase 1200 U/g, poids a l'etat humide, 50 mg) (2,8 x
15'mm). On utilise une solution tampon const;tuee,de 3mM ATP
et 2 mM chlorure de magné&sium contenant 0,1 M.tempon5

.phosphate (pH 7,0).

Echantillon : chaque concentration aliquote de sac-
charose (100, 200, 300, 400 et 500 mg/dl) contenant
300 mg/dl de glucose.

- Témoin : solutlon de saccharose sans glucose.

L' operatlon est effectude de la méme maniére que
ci-dessus et 1e resultat est represente sur ‘la flgure 4.

Sur la figure, e¢—e ¢ echantlllon avec glucose,

o o ¢ témoin sans glucose. ;
Comme on le voit, le- saccharose peut etre determlne

méme en ‘présence de glucose.

(4) Détermination de l'amylase dans un echantlllon

contenant de 1l'amylase mé&langée avec du glucose
pans le dispositif ci-dessus de détermihatiOn de

lactose, la colonne de B-galacﬁosidase immobilisée est rém—
‘placée par une colonne d'a-glucosidase immobiliSéé,KIGOVU/g;V
poids 3 1'état humide, 100 mg) (2,8 x 30 mm). On utilise une
solution tampon constituée de 3 mM ATP et 2 mM chlorure de .-
magne51um contenant 0,1 M tampon phosphate (pH 7,0).

Substrat : amidon soluble dans 0,1 M tampon phosphate

(pH 7, 5) (500 ‘mg/d) . Solution d'a-amylase : chaque concen—" '
tration aliquote d‘u-amylase (produit de Boehrlnger G.m.b. H.,
a-amylase de pancréas de porc, 100 U/ml : 1, 2 3, 4, Sj 6
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ml/lltre) contenant du glucose, 200 mg/dl.
La solution d4' u~amylase (10 ul) est ajoutée dans la*
solution de substrat (100 ul) et on fait incuber a 37°C

.pendant 10 mlnutes. On introduit la solutlon tampon a un

débit de 1 cm’ /mln. Aprés- stablllsatlon de l'oxygéne so-
luble, 1v8chantillon ci-dessus ayant subi 1°' 1ncubat10n
(5 ul) est injecté dans l'1njecteur d‘echantlllon. '

‘La maltose prodult i partir de l'amidon parrl o
amylase est décomposé en glucose dans la colonne d'a-gluco-
sidase immobilisée et le glucose est oxydé par la colonne
de glucose oxydase 1mmoblllsee, et on enregistre alors la
variation de courant &lectrique causée par la reductlon de
la quantlte ar’ oxygene soluble.

Le glucose mélangé est transforme en glucose—G—
phosphate par la colonne 4at hexoklnase immobilisée et,

s'il est compl&tement transforme, on n observera pas d'effet

sur la variation du courant électrique. Le resultat est

représenté sur la figure 5 et on voit qu'il est bon.-
emple 2 e - |

- Dans le dispositif de determlnatlon d activité
d'g-amylase de 1'exemple 1- .(4) , on détermine 1'activité
d‘a—amylase d'un échantillon témoin 1rregu11er de sé&rum

(nom commercial seraclea NA, Nihon Shoji Co., o-amylase :

1360 Iu/1, glucose 230 mg/dl) . La durée d' 1ncubatlon du

'substrat et de 1° echantlllon est de 10 minutes, 20 minutes

et 30 minutes. Chague portlon de 20 pl d'échantillon est
injectée dans 1! injecteur. On opére de la méme manidre que
dans 1'exemple 1-(4). Témoin : solution tampon sans ATP.

Le resultat est represente sur la figure 6, ol

. s : solution tampon avec ATP, o o & tem01n sans ATP.

‘Dans le cas du témoin sans ATP, aucune transformatlon de

glucose en glucose-6 —phosphate ne se produit pour fournir

une plus forte varlatlon du courant electrlque, et dans le
cas de la solution tampon sans_ATP, aucun’ effet du glucose
n'est observé et les variations du courant - é8lectrique sont

proportlonnelles 3 la durée de reactlon. L' act1v1té
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d'g-amylase dans le sé&rum peut &tre déterminée avec une
bonne précision. ' '

Les act1v1tes d'u—amylase dans- des sérums de sang
humain inconnus sont déterminées, avec le témoin 01—dessus,'
par rapport a& un nécessaire disponible dans le commérCe
(nom commercial : amylase test Daiichi). Les-résultats des
deux déterminations sont identiques-(détermination;selon la
présente invention : 185 UI/litre;'a§ec<le,nécessaire dis—r
ponible dans le commerce : 181 UI/litre). o
Exemple 3 . '

On détermine le saccharose dans un filtrat de culture
en utilisant le dispositif de détermination de saccharose
de l'exemple 1-(3)- '

On recueille un 11qu1de de culture aprés un certain
nombre de temps de culture (& l'instant initial : mé&lasse
25%, milieu de culture de levures). Le liquide'surnageant
de la culture est dilué au coefficient 10 par addition
d'eau. On injecte 5 pl d'échantillon dans 1'injecteur
d'échantillon. On opéré de la méme maniére que 1l'exemple
1-(3). La concentration de saccharoserindiquée par la -
variation de courant &lectrique est ‘calculéde au moyen
de la-courbe de référence de la figure 4. On’utilise.aussi
pour le méme échantillon un nécessaire pour'détermination"
de saccharose disponiﬁle_dans le commerce (Boehringer :
G.m.b.H., nécessaire F, sacch&rbse/glucose} lot. 139041,
méthode d'absorption UV). Le résultat est-présénté sur la
figure 7, od *—° : résultat de la détermination selon
la présente invention, °° : résultat de la'détermination
avec le nécessaire disponible dans le commerce.

En dépit de la présence de glucose mélangé dans la
mélasse, le saccharose dans le liquide de éultureipeut étre
déterminé. Dans la méthode de détermination par absorption
UV dans un nécessaire pour détermination disponible dans
le commerce, le glucose préalablement mélangé eét oxydé par
la glucose oxydase pour élimination du glucose. L'élimination

du glucose selon la présente 1nvent10n demande .seulement
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2 minutes, tandis qu'avec le nécessaire pour détermination

disponible dans

le commerce il faut 75 minutes pour 1'@li-

mination du glucose et ensuite 15 minutes pour la dénatu-

ration de la glucose oxydase. De plus, de l'oxygéne soluble

‘constant doit &tre assure et il faut un réglage du pH si

nécessaire. En plus de ces opérations comollquees, 1teffet

d'une substance

colorée dans l'echantlllon cause une

erreur dans la dé&termination. Tandis qu'avec la presente

invention, simple & mettre en oeuvre, permettant une

détermination raplde,llxlyra pas d'erreur causée par les

substances colorées et on peut obtenlr'une détermination

précise.

Bréve expllcatlon des de551ns—

Figure 1

-

: dlsp051t1f de d&termination. 1 : récipient

3 solution tampon, 2 : pompe, 3 : 1n3ecteur d'échantillon,

4 : colonne de kinase immobilisée correspondant‘*d la

deuxidme substance, 5 : colonne pour transformer le cons-

tituant dans 1l'é&chantillon en la deuxidme substance, 7 :.

glectrode pour des moyens &lectrochimiques, 8 : cellule a

écoulement, 9 :

amplificateur, 10 : enregistreur, 11 :

récipient & température constante, 12 : deuxiéme injecteur,

13 : é&vacuation.

Figure 2

immobilisée dans 1°' exemple 1-(1).

Figure 3

: courbe de capacité d'enlévement de la

‘deuxiéme substance mélangée, le glucose, par 1'hexokinase

.

=t courbe de détermination du lactose dans -

un échantillon contenant du glucose mélangé dans l'exemple

1-(2).
Figure 4

: courbe de détermination du saccharose dans

un échantillon contenant du glucosé mélangé dans l}'exemple

1-(3).
Figure 5

. courbe de détermination de 1'activité

d'g-amylase dans un &chantillon contenant du glucose mélangé

dans l'exemple l- (4) .

Figure 6

: courbe de determlnatlon de 1 act1v1te
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Figure 7 : courbe de détermination du saccharose

dans un filtrat de culture dansll'exemple 3.
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REVENDICATIONS

1. Dans un procédé de détermination d'un constituant
dans un échantillon, olt 1'é&chantillon contient initialement
une substance mélangée qhi influe sur la détermination pour
causer une erreur, procédé selon lequel on soumet & une
transformation la substance soumise 3 la détermination dans
une détermination de constituant dans un &chantillon de
manidre 3 former une deuxi&me substance et on oxyde cette
deuxiéme substance en utilisant 1l'oxydase correspondante,
un perfectionnement selon lequel :

on phosphoie 1a deuxidme substance mélangée dans
1'&chantillon par une kinase immobilis&e correspondante
pour cette deuxiéme substance mélangée et ATP, )

on transforme la subsfance 3 déterminer dans 1'é&chan-
tillon de maniére & former la deuxié&me substance,

on oxyde la deuxiéme substance ainsi formée en

- utilisant une oxydase correspondante et

on mesure l'oxygéne consommé ou 1'eau oxygénée pro-
duite dans une ré&action.

2. Perfectionnement selon la revendication 1,
caractérisé en ce que l'oxydase pour la deuxié&me substance
est une enzyme immobilisée.

3. Perfectionnement selon la revendication 1,
caractérisé en ce gu'on mesure par des moyens électro-
chimiques 1'oxygéne consommé ou l'eau oxygénée produite.

4. Perfectionnement selon la revendication 3,
caractérisé en ce que les moyens électrochimiques sont une

-

électrode 3 oxygéne, une &lectrode a eau oxygénée ou une
électrode a enzyme appropriée. '

5. Perfectionnement selon la revendication 1,
caractérisé en ce que la kinase dans 1'enzyme immobilisée
est la glycérol kinase, la pyruvate kinase, la choline
kinase, la glucokinase, la galactokinase ou 1thexokinase.

6. Perfectionnement selon la revendication 1,
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caractérisé en ce que l'oxydase pour la deuxiéme substance
est la glycérol oxydase, la pyruvate oxydase, la choline
oxydase, la glucose oxydase,-la galactose oxydase ou
1'hexose oxydase.
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